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@ Sensoranordnung mit amperometrischer oder potentiometrischer H 2 0 2 -anzeigender Elektrode 
Bestimmung von Superoxid 0 2 - 

(57) Die Erfindung betrifft sine Sensoranordnung mit ampero- 
metrischer oder potentiometrischer H 2 0 2 -anzeigender Elek- 
trode zur Bestimmung von Superoxid 0 2 *. Anwendung findet 
die Sensoranordnung zur Bestimmung und zum Nachweis 
von lebenden Zellen und Biomakromolekulen, wie Proteine, 
Viren oder Bakterien. 

Die erfindungsgemaGe Sensoranordnung ist gekennzeichnet 
durch 

- ein <V-produzierendes Objekt oder eine 0 2 *-haltige Meft- 
losung in direktem Kontakt mit einer 

- gaspermeablen Membran und 

- einer mit einer superoxiddismutierenden Substanz be- 
schichteten H 2 0 2 -anzeigenden Elektrode. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft eine Sensoranordnung mit am- 
pcrometrischer oder potentiometrischer H202-anzei- 
gender Elektrode zur Bestimmung von Superoxid C>2~. 5 
Anwendung findet die Sensoranordnung zur Bestim- 
mung und zum. Nachweis von lebenden Zellen und Bio- 
makromalekiilen, wie Proteine, Viren oder Bakteriea 

0 2 ~ ist ein kurzlebiges Radikal mit einer Halbwert- 
szeit bei pH 7 von wenigen ms. Deshalb ist eine direkte to 
Anzeige sehr kompliziert, z. B. kann der Spin des unge- 
paarten Elektrons mit der Elektronenspinresonanz und 
damit auch die C>2~- Konzentration erfaBt werden. 
Hierzu ist aber eine "Schockgefrierung" der MeBprobe 
erforderlich, urn den Zerfall des (>2~ zu verlangsamen. 15 
Der chemische 02~- Nachweis benutzt die Reaktion 
von 0 2 ~ mit Cytochrom c, Sulflt oder Nitroblau-Tetra- 
zolium (McCord et al Superoxide Dismutase Assays: A 
Review of Methodology in: Superoxide and Superoxide 
Dismutases. Ed: Michaelson, Academic Press, London, 20 
1977). 

AJlerdings ist dieses Verfahren unspezifisch, da auch 
andere reduzierende Substanzen zu dieser Farbbildung 
fuhren kOnnen. Es ist ein weiterer Sensor zur Bestim- 
mung von O2" bekannt, bei dem die Reduktion des 25 
Ferri-Cytochrom durch O2 " elektrochemisch angezeigt 
wird (McNeil et al, Free rad. Res. Comnu 17, 6, 
399—406, 1992; Cooper et al, J. Electroanal. Chent, 347, 
267—275, 1993), Fur die Messung ist es erforderlich, das 
Cytochrom c an platinierten Kohleelektroden zu adsor- 30 
bieren oder es iiber SH-Spacer kovalent an eine Gold- 
elektrode zu fixieren. Das MeBsignal wird durch die 
Oxidation des durch 02~ reduzierten Cytochrom c er- 
zeugt, wozu ein Potential von + 100 mV v.s. S.CJE- 
angelegt werden muB. Bei diesem Potential werden 
aber andere Substanzen an der Elektrode oxidiert, z. B. 
Ascorbinsaure und SH-haltige Peptide, wie Glutathione 

Aufgabe der Erfindung ist es, eine Sensoranordnung 
bereitzustellen, die Stfireffekte durch Probenbestand- 
teile an der Elektrode vollig ausschiieBt 

Die Erfindung wird gemaB Anspruch 1 realisiert, die 
Unteranspruche 2 bis 8 sind VorzugsvarianteiL 

ErfindungsgemaB wird fiir die Sensoranordnung eine 
gaspermeable Membran zur Abdeckung der Indikator- 
losung gegenuber der MeBldsung eingesetzt, wobei 
uberraschenderweise das Superoxid durch diese Mem- 
bran permeiert Dadurch wird es mogtich, daB vor die 
Elektrode gelangte O2" mitteis des Enzyms Superoxid- 
dismutase in H2O2 und 0 2 zu zerlegen, wobei das entste- 
hende H202bei dem angelegten Potential oxidiert wird, 
wobei der Strom der ursprunglichen C>2~- Konzentra- 
tion vor der Membran proportional ist 

Die kurze Lebensdauer des O2" fiihrt dazu, daB im 
Innern der MeBldsung entstandenes 02~ nur zu einem 
kleinen Signal fuhrt, wahrend die gleiche Menge in der 
Nahe der Deckmembran einen erheblich hoheren 
Strom liefert Dieses Verhalten ist fur die Trennung der 
Signale von Losung und MembranoberflSche, wie sie 
bei trennungsfreien Immunoassays erforderlich ist, eine 
gewunschte Eigenschaft Deshalb wird die erfindungs- 
gemaBe Sensoranordnung fiir solche "pseudohomoge- 
nen" Immunoassays eingesetzt, wobei das O2 " durch ein 
Markerenzym erzeugt wird. Durch die kurze Lebens- 
dauer des Superoxids wird nur ein Teil des Markeren- 
zyms erfaBt, der an Immunkomponenten auf der Deck- 
membran fixiert wird. Dagegen liefern die im Innern der 
MeBldsung befindlichen Markerenzyme kein MeBsi- 
gnaL Daiiber hinaus hat die erfindungsgemaBe Sensor- 
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anordnung gegenuber den bisher beschriebenen "pseu- 
dohomogenen" Immunoassays den Vortett, daB die Zu- 
gabe eines Scavanger-Enzyms, wie z. B. Katalase, in die 
Losung, um die. in der Ldsung gebildeten Reaktionspro- 
dukte zu zerstoren, nicht erforderlich ist 

Ein weiterer Vorteil besteht darin, daB die Benutzung 
einer gaspenneablen Membran als Abdeckung der Indi- 
katorelektrode gegenuber der MeBlosung zum vollstan- 
digen Ausschalten von Storeffekten an der Elektrode 
durch Probenbestandteile fuhrt So ruft die Gegenwart 
von H2O2 oder Ascorbinsaure an der membranbedeck- 
ten Indikatorelektrode kein Stdrsignal hervor. 

Die erfuidungsgemafie Sensoranordnung kann vor- 
zugsweise zur Bestimmung und zum Nachweis von Pro- 
teinen, Zellen oder Zellbestandteilen, Viren und Bakte- 
rien eingesetzt werden. 

Bei Miniaturisierung kann die Sensoranordnung als 
02~- Sonde zur Lokalisierung von 02~- Quellen, z.B. 
im Organismus oder in der Zelle direkt eingesetzt wer- 
den. 

AnschlieBend wird die Erfindung an Ausfuhrungsbei- 
spielen n£her erlautert, die sie jedoch nicht begrenzen 
sollea 

Beispiel 1 

Bestimmung des Schilddrusenhormons TSH (Thyroid 
stimulating hormone) im Blut 

Es wird ein Sandwich-Immunoassay im pseudohomo- 
genen Format (nur Zugabe des Analyten) eingesetzt, 
wobei als (>2~- produzierendes Markerenzym X an thin- 
oxidase (XOD) mit dem 2. Antikorper konjugiert wird. 
Die Elektrode wird mit einem Fangerantikorper (1. An- 
tikorper) beschichtet, der Nachweis-Antikorper (tracer, 
35 2. Antikorper) befindet sich in Form des Konjugates mit 
der Xanthinoxidase in der Losung, die X an thin oder 
Hypoxanthin als Substrat der XOD bereits im Ober- 
schuB enthait Bei Einfuhren der Blutprobe, die TSH 
enthait, in die MeBlosung wird durch Vermittlung der 
40 Blutprobe das Konjugat und damit der Marker in un- 
mittelbare Nahe zur Elektrodenoberflache gebracht 
und damit das Signal fur 02" stark erhoht Die Erhd- 
hung entspricht dem Gehalt an TSH in der untersuchten 
Probe. 

45 Nach dieser Methode konnen alle Analyte, die einen 
Sandwich-Immunoassay zulassen, wie Proteinen, Zell- 
bestandteile, Viren oder Bakterien bestimmt werden. 

Beispiel 2 

50 

Detektion des Pestizides 2,4-Dichlorphenoxyessigs- 
aure (2,4-D) mitteis Verdrangungsassay. 

Der vor der Sensoranordnung immobilisierte Anti- 
korper gegen 2,4-D wird mit einem 2,4-D-Xanthinoxida- 
55 se-Konjugat (oder einem entsprechenden 02~- produ- 
zierenden Enzym, das mit 2,4-D gekoppelt wurde) bela- 
den. In Abwesenheit von 2,4-D wird das an der Sensor- 
anordnungs-Oberfiache produzierte 02~ nachgewie- 
sen. Bei Zugabe von 2,4-D wird das Konjugat entspre- 
60 chend der Konzentration abgel6st (verdrangt) und das 
Signal fallt 

Nach dieser Methode k6nnen auch andere Haptene, 
kleine Molekule, die nicht selbst immunogen wirken und 
in der Regel nicht von 2 Antikorpern gleichzeitig gebun- 
65 den werden k6nnen, nachgewiesen werden. Die zusatz- 
liche Zugabe eines Analyt-Enzym-Konjugates zur MeB- 
losung vor der Inkubation mit der Antik6rper-beschich- 
teten Elektrode fiihrt in analoger Weise zum kompetiti- 
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ven Assayformat Der Vorteil des waschfreien Immun- 
oassays bleibt ebenfalls erhalten, da zum Analyten nur 
ein Nachweisreagenz(Analyt-Xathinoxidase Konjugat) 
zugegeben werden muB. 

5 

Patentanspriiche 

1. Sensoranordnung (SAO) mit amperometrischer 
oder potentiometrischer H 2 0 2 -anzeigender Elek- 
trode zur Bestimmung von Superoxid 02~-, ge- io 
kennzeichnet durch 

— ein 02~-produzierendes Objekt oder eine 
02"-haltige MeBldsung in direktem Kontakt 
mit einer 

— gaspermeablen Membran und is 

— einer mit einer superoxiddismutierenden 
Substanz beschichteten H202-anzeigenden 
Elektrode. 

2. SAO nach Anspruch 1 gekennzeichnet dadurch, 
daB O2"produzierende Objekte lebende Zellen 20 
und Biomakromolekiile sind 

3. SAO nach Anspruch 1 und 2 gekennzeichnet da- 
durch, daB es sich urn Lymphozyten, Makrophagen, 
Leukozyten, Epithelzellen, das Enzym Xanthinoxi- 
dase, Lipoxigenase oder NADH-Oxidase oder mit 25 
Xanthinoxidase, Lipoxigenase oder NADH-Oxida- 
se konjugierte Antikdrper oder Antigene handelt 

4. SAO nach Anspruch 1 gekennzeichnet dadurch, 
daB als gaspermeable Membran eine Polypropy- 
len- oder Polyteirafluorethylenmembran mit einer 30 
Dicke von 5 bis 40 \im eingesetzt wird. 

5. SAO nach Anspruch 1 gekennzeichnet dadurch, 
daB die Elektrode aus Kohle oder Platin bestehL 

6. SAO nach Anspruch 1 und 5 gekennzeichnet da- 
durch, daB die Kohle- oder Platinelektrode auf 35 
+ 100 bis + 900 mV polarisiert ist 

7. SAO nach Anspruch 1 gekennzeichnet dadurch, 
daB die superoxiddismutierende Substanz Supero- 
xiddismutase oder ein niedermolekularer supero- 
xiddismutatisch aktiver Metallkomplex ist 40 

8. SAO nach Anspruch 1 und 7 gekennzeichnet da- 
durch, daB die Schichtdicke der immobilisierten 
superoxiddismutatisch aktiven Schicht 0,5— 50 um 
betrSgt 
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